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【背景および目的】 
 糖新生はアミノ酸やピルビン酸等からのグルコースの新たな合成を意味し，
絶食時の生命維持に必須である。肝臓における糖新生は通常，一日の覚醒／睡
眠（摂食／絶食）サイクルの睡眠-絶食期に活性化される日周リズムを示す。こ
の日周リズムは，各種栄養条件下においても血糖維持のため精確に制御されて
いるが，その機構には未だ不明な点が多い。先行研究によると，この日周リズ
ム形成における栄養素の直接的効果は限定的であると考えられる。また，近年，
肝臓の時計タンパク質の関与が注目されたが，栄養条件の変化による時計タン
パク質の変動は軽微であることが示された。今回，糖新生系酵素遺伝子の発現
を大きく変動させることが知られている血糖調節性ホルモン等の液性因子に注
目して検討を行った。糖新生系の律速酵素ホスホエノールピルビン酸カルボキ
シキナーゼ PEPCK 遺伝子 Pck1，グルコース-6-ホスファターゼ G6Pase 遺伝子
G6pcや，アミノ酸を代謝し糖新生の原料を供給するチロシンアミノトランスフ
ェラーゼ TAT 遺伝子 Tatの mRNA レベルについてマウス肝臓における日周リズ
ムを調べるとともに，液性因子の変動との随伴性を解析した。 
 
【方法】 
 野生型C57BL/6マウス等を 12：12時間の明暗サイクル（点灯時をZeitgeber time 
[ZT] 0 時，消灯時を ZT12 時と称する）下に 2 週間飼育後，各種条件下で飼育し，
4 時間毎に肝採取，採血を行った。肝全 RNA を用いノザン法で mRNA の日周リ
ズムを調べた。また，抗体ビーズ法等により血漿液性因子のリズムを調べた。 
与えた各飼料の 3 大栄養素の重量含有比は以下の通りである：通常食 CE-2（ク
レア），55%炭水化物，5%脂肪，28%タンパク質；高脂肪食 High Fat Diet 32（ク
レア），31%炭水化物，34%脂肪，27%タンパク質；高炭水化物（無タンパク質）
食，81%炭水化物（スターチ，スクロース），6%脂肪，0%タンパク質；低タン
パク質食，56%炭水化物，6%脂肪，15%カゼインまたは大豆タンパク質；高タ
ンパク質食，21%炭水化物，6%脂肪，60%カゼインまたは大豆タンパク質。 
 
【結果・考察】 
１．マウス肝臓における糖新生系酵素遺伝子の日周発現リズム 
１）リズム特性の系統的解析 
（１）通常食自由摂食 
 通常食を自由摂食したマウスでは，Pck1 mRNA レベルは絶食期後期にピーク
を示し，G6pc，Tat mRNA レベルは絶食期後期から摂食期中期にかけて上昇した。 
（２）延長絶食 
 2 晩絶食の飢餓条件下では全般的に強度な低血糖が見られ，これに対する応答
と考えられる糖新生系酵素遺伝子発現の全般的上昇を認めた。一方，リズム性
は保持されており，これは生物内在性-自発性の体内時計の効果と考えられた。 
（３）恒暗条件 
体内時計の関与を確認するため，明暗サイクルを除去した恒暗条件での検討
を行った。自由摂食では 3 遺伝子とも明暗サイクル下と同様のリズム性が保持
されており，また終日絶食では全般的な発現上昇とリズム性の残存を認め，内
在性-自発性のリズム発振が示された。 
（４）Clock変異個体 
さらに，時計遺伝子である Clock遺伝子の変異マウスを用いて，体内時計の寄
与の確認を行った。自由摂食ではリズムの消失や減衰を認め，これは Clock変異
による摂食リズムの異常により明期にも持続摂食するためと考えられた。一方，
終日絶食ではリズムが再出現し，これは絶食により異常な摂食の影響が除去さ
れた上で，内在性-自発性リズムを有するグルココルチコイド等のホルモンの効
果に起因するものと考えられた。 
（５）短日・長日条件 
明暗サイクルへの同調を短日・長日条件における発現リズムを調べて検討し
た。6：18 時間明暗サイクルの短日条件では 3 遺伝子とも 12：12 に比べ位相が
前進，18：6 の長日条件では位相が後退し，明暗サイクルへの同調が確認された。 
（６）時間制限給餌 
明暗サイクルへの同調は，少なくとも一部は摂食タイミングへの同調を介す
ると考えられ，これを，明期中央 4 時間のみに餌を与える明期制限給餌と，反
対に暗期中央 4 時間のみの暗期制限給餌への発現リズムの同調を調べて検討し
た。明期制限給餌では 3 遺伝子とも発現リズム位相が前進し，暗期制限給餌で
は 3 者とも給餌直前にピークを認め，摂食タイミングへの同調が示された。 
以上の系統的解析から，糖新生系酵素遺伝子の日周発現リズムは，恒暗条件
下，延長絶食条件下でも維持され，また時計遺伝子変異マウスで変調を来たす
こと等から，生物内在性-自発性の全身性リズム発振体（体内時計）の制御下に
あることが明らかになった。一方，このリズムは，終日絶食により全般的に上
昇し，摂食タイミングに同調するなど，摂食応答性も示した。よって次に各種
栄養条件下での変動を調べた。 
 
２）3 大栄養素組成の変化による糖新生系酵素遺伝子の日周発現リズムの変動 
（１）高脂肪食 
 高脂肪食条件下では，3 遺伝子とも明期中期の ZT7 時に mRNA レベルが通常
食に比べ 2 倍以上上昇し，リズム性に減衰が見られた。 
（２）高炭水化物（無タンパク質）食 
 この食餌条件下では，全般的に軽度な低血糖が見られた。通常食に比べ，Pck1 
mRNA レベルは全般的に低下し，G6pc mRNA レベルは摂食期にむしろ逆説的上
昇を示し，Tatの発現リズム位相は前進するなど，3 者で異なる変動が見られた。 
（３）低タンパク質食および高タンパク質食 
 15%カゼインあるいは大豆タンパク質の低タンパク質食条件下では通常食に
比べ，Pck1および Tat mRNA レベルのリズム振幅の減衰が見られた。G6pcは，
通常食に比べ，15%カゼイン食では ZT7 および ZT15 時に，15%大豆タンパク質
食では ZT19 時に発現上昇が見られた。これは，低タンパク質食は相対的に高炭
水化物食であり，上記高炭水化物（無タンパク質）食で見られた逆説的な上昇
と同様の機序に因るものと考えられた。 
 60%カゼイン食において Pck1および Tat mRNA レベルは全般的上昇を示し，
G6pc mRNA レベルは摂食期 ZT19 時に通常食に比べ上昇傾向を示した。60%大
豆タンパク質食では Pck1，G6pc，Tatのいずれも摂食期に発現上昇を示した。こ
の様な摂食期における糖新生系酵素遺伝子の発現上昇は逆説的であるとも言え，
その原因として，高タンパク質食条件下では対照群に比べ，グルコースが不足
し，これを糖新生の活性化によって補償するためと考えられた。 
 
３）3 大栄養素組成の変化による血漿ホルモンの変動 
（１）通常食自由摂食 
血漿コルチコステロン濃度は絶食期から摂食期中期にかけて上昇した。グル
カゴン濃度は明らかな日内変動を示さなかったが，インスリン濃度は絶食期に
低下し，グルカゴン／インスリン（G/I）比が上昇した。従って，コルチコステ
ロンおよびインスリン濃度の変動により，糖新生系酵素遺伝子の日周発現リズ
ムが説明可能であった。 
 またグルカゴンとインスリンには予想外の正の相関も見られ，これは両者が
数分毎に交互にパルス性に分泌されることに起因すると考えられた。インスリ
ン分泌を促進し，グルカゴン分泌は抑制するとされるグルカゴン様ペプチド-1
（GLP-1）もインスリンに加えてグルカゴンとも濃度の正の相関を示したが，こ
れも同様の機序を介する可能性が考えられた。グルカゴンと GLP-1 間には他に
も，後に述べる絶食，高タンパク質食条件下でも相関が見られた。 
（２）延長絶食 
 コルチコステロン濃度の全般的上昇を認め，グルカゴンに著変は見られなか
ったが，インスリン濃度が全般的に著しく低下したため G/I 比が全般的に著しく
上昇した。従って，延長絶食時における糖新生系酵素遺伝子の日周発現リズム
の変化にもコルチコステロン濃度と G/I 比の上昇が寄与することが示唆された。 
 コルチコステロン濃度の全般的な上昇は，低血糖を含む代謝ストレスに起因
すると考えられた。グレリン濃度の全般的上昇やレプチン濃度の全般的低下が
見られ，これらの変化は視床下部－下垂体－副腎系に作用しコルチコステロン
分泌を促進しうる。レプチンに加え他のアディポカインであるレジスチンも全
般的に濃度が低下し，同時にコルチコステロンとの相関も示し，その役割に関
心が持たれた。 
（３）高脂肪食 
コルチコステロン濃度のリズムが消失し，グルカゴンおよびインスリン濃度
が明期中期 ZT11 時に通常食群に比べて有意に上昇した。このような変動は，高
脂肪食条件下の明期における摂食増加に伴う摂食リズムの減衰が一因と考えら
れ，さらに糖新生系酵素遺伝子発現リズムの減衰を説明可能と考えられた。  
また，血漿レプチンおよびレジスチン濃度が全般的に上昇し，なおかつ両者
には強い相関が見られた。また，両者はコルチコステロン濃度とも相関を示し
た。さらに，レジスチンはグルコース依存性インスリン分泌刺激ポリペプチド
（GIP）とも相関を示すなど，高脂肪食に特徴的なアディポカインを中心とした
ネットワークの顕在化が示唆された。 
（４）高炭水化物（無タンパク質）食 
 上記（２）延長絶食と同様，コルチコステロン濃度の全般的上昇を認め，イ
ンスリン濃度の低下による G/I 比の全般的上昇を認めた。これらは，高炭水化物
（無タンパク質）食条件下での G6pc mRNA レベルの上昇を説明し，Tat発現リ
ズム位相の前進に寄与する可能性を示した。一方，Pck1 mRNA レベルの全般的
低下とは整合せず，この低下には他の制御要因の存在が考えられた。 
 コルチコステロンに加え，グレリン濃度の全般的な上昇が見られ，低血糖を
含む代謝ストレスの負荷が示唆された。なお，コルチコステロン濃度はレジス
チン濃度と，グレリン濃度は同様に全般的上昇を認めた GIP 濃度と負の相関を
示したが，他の液性因子間には全く相関が認められず，高炭水化物（無タンパ
ク質）食は液性因子間ネットワークの撹乱を来すものと推察された。 
（５）低タンパク質食および高タンパク質食 
 グレリン濃度は，低タンパク質食（15%カゼインあるいは大豆タンパク質）で
共に摂食期に，通常食に比べ有意に上昇した。レプチン濃度は，15%カゼイン食
で全般的に，15%大豆タンパク質食では絶食期から摂食期にかけて上昇した。
GIP 濃度も全般的に上昇し，15%カゼイン食でより顕著であった。 
 高タンパク質食（60%カゼインあるいは大豆タンパク質）では，コルチコステ
ロン，インスリンについては，通常食に比較した際の有意な変化は限局的であ
った。これに対し，グルカゴン濃度は摂食期を中心に予期せぬ顕著な上昇を示
し，糖新生系酵素遺伝子の逆説的な発現上昇に最も寄与するものと考えられた。 
 高タンパク質食条件下において，グルカゴンは他の幾つかの液性因子とも相
関を示した。すなわち，60%カゼイン食ではグレリンと負の，インスリン，GIP，
GLP-1 と正の相関を示した。さらに，グレリンはインスリン，GIP，GLP-1 と負
の相関を示し，インスリンと GIP にも正の相関が見られた。また，60%大豆タ
ンパク質食では，グルカゴンはコルチコステロン，GIP，GLP-1 と正の相関を示
した。さらにレプチン，GIP，GLP-1 間に正の相関，インスリンと GIP に正の相
関がみられるなど，高タンパク質食ではグルカゴンを中心とする大規模なネッ
トワーク形成の可能性が示された。 
 
４）結論と展望 
各種栄養条件下における糖新生系酵素遺伝子の日周発現リズムの変動は，そ
の多くがコルチコステロン，インスリン，グルカゴン等の血糖調節性ホルモン
のリズム変動により説明可能であった。 
今後，各種ホルモンの効果を媒介するシグナル伝達系，転写調節因子の解明
や，各種ホルモンの相関の役割と機構解明が重要であると考えられる。 
 
【要旨】 
 肝臓における糖新生は通常，昼夜サイクルの睡眠-絶食期に活性化される。こ
の日周リズムは，各種栄養条件下においても血糖維持のため精確に制御されて
いるが，その機構には不明な点が多い。今回，糖新生系酵素遺伝子 Pck1，G6pc， 
Tatの発現リズムの特性を系統的に調べた。また，各種食餌条件下でのリズム変
動を調べ，血漿液性因子の変動との随伴性を解析した。 
12：12 時間の明暗サイクル下に 2 週間飼育後，さらに各種条件下で飼育した
マウスから 4時間毎に肝採取，採血を行った。肝全RNAを用いノザン法でmRNA
の日周リズムを調べ，抗体ビーズ法等により血漿液性因子のリズムを調べた。 
Pck1，G6pc，Tat mRNA レベルの日周リズムは，恒暗，絶食条件下でも認めら
れ，時間制限給餌に同調し，Clock変異マウスで減衰する一方絶食により回復す
るなど，生物内在性-自発性の体内時計と食餌栄養の両者による制御が示された。
絶食下では重度低血糖を認め，3 遺伝子の全般的発現上昇にコルチコステロン上
昇とインスリン低下を伴った。高脂肪食では 3 遺伝子の発現リズム減衰にコル
チコステロンのリズム消失とインスリンの非定時増加を伴った。高炭水化物（無
タンパク質）食では軽度低血糖を認め，3 遺伝子の発現リズムの差異的変化に，
絶食下と共通あるいは別個の液性因子変化を伴った。これらの食餌条件では，
グレリン，レプチン，レジスチン，GIP 等の変動も認められた。高タンパク質食
では 3 遺伝子の摂食期における逆説的な発現上昇にグルカゴンの非定時増加を
伴い，これはさらにインスリンや GLP-1 と予想外の相関を示した。以上，各種
栄養条件下における糖新生系酵素遺伝子発現の日周リズム形成は，その多くが
血糖調節性ホルモンを中心とする液性因子の変動により説明可能であった。 
  
